Ankara Univ. Vet. Fak. Derg.
43:311-319, 1996

GEBE TAVSANLAR JLE FOTUSLERINDE DENEYSEL

LISTERIOZISIN HISTOPATOLOJIK,
IMMUNOPATOLOJIK VE MIKROBIYOLOJIK
YONTEMLERLE TANISI

NALAN KARADEMIR'’, TOLGA GUVENC""" MURAT YARIM. '
OMER M. ESENDAL SEMIH GUMUSSOY

The hisiovathological. i athological and microbiokoeical diaonosis of the experimental lieriosis in

pregnant rabbits and their foefuses

Summary: The aim of this study was to determine of more sensitive and
reliable immunohistochemical and microbiological methods in laboratory diagnosis of
listeriosis. Pregnant rabbits were used as model, four groups of animals comprised of
six rabbits in each group, were infected with L. monocytogenes serovar 1/2 a by oral
and intraperitoneal routes on their 7-12 th and 20-25 th days and 10-12 th and 20-25
th days of pregnancies, respectively. In the groups inoculated orally and
intraperitoneally on the 20-25 th days of pregnancy, abortions and still-births were
observed in 24-96 hours post-inoculation. Nevertheless, the number and frequency of
abortions in the group inoculated orally were significantly higher than the group
inoculated intraperitoneally. Necrotic metritis and placentitis were observed in both
groups with more severity in the orally inoculated group. In the remaining two groups
inoculated by the same routes at early pregnancy, no abortions have occured but
severe inflammatory lesions were observed in uterus and placenta. Visceral lesions
together with focal inflammatory areas and meningitis in brain were also detected.
The causative agent was identified by direct, cold enrichment and IDF enrichment
microbiological methods and Avidin-Biotin Peroxidase (ABC) and Peroxidase-
Antiperoxidase (PAP) immunopathological diagnostic techniques. With the application
of these three methods, the rate of presence of L. Monocytogenes in visceral organs,
brain and genital organs was found to be higher in the two groups inoculated orally
than the other two groups inoculated intraperitoneally. Among the methods tested
ABC procedure was determined as the most sensitive method.

Key Words: ABC, experimental listeriosis,  histopathology,
immunopathology, microbiology, PAP, pregnant rabbit

Ozet: Listeriozisin laboratuvar teshisinde, daha duyarh ve givenilir
olarak kisa siirede sonug veren immunopatolojik ve mikrobiyolojik tekniklerin
uygulandigi bu ¢alismada model olarak gebe tavsanlar kullanild: ve altisar
hayvandan olusan dort grup olusturuldu. Birinci grup, gebeligin 7-12. ve
ikinci grup 20-25. giinlerinde oral yolla, iigiincii grup 10-12. ve dordiincii
grup 20-25. Giinlerinde intraperitoneal yolla, Mclarland No: 1'e gére
ayarlanmis olan Listeria monocytogenes 1/2 a serotipi ile infekte edildi.

Gebeligin 20-25. giinlerinde oral ve intraperitoneal olarak infekte olan
her iki grupta da infeksiyonu takiben, 24-96. saatler arasinda abortlar ve élii
dogumlar sekillendi. Oral yolla infekte edilen grupta aborte fotiislerin sayist 11
idi ve abortlar ilk 48 saatte olustu. Oral yolla infekte edilen grupta daha
siddetli olmak tizere, nekrotik metritis ve plasentitis sekillendi. Gebeligin daha
erken doneminde her iki yolla infekte edilen diger iki grupta ise abortlar
olusmadh, fakat uterus ve plasentada siddetli lezyonlar gozlendi. Annelerin i¢
organlarinda lezyonlar, beyinde fokal yang: alanlari ve meningitis saptandi.
Etkenin tanisi  direkt, soguk zenginlestirme ve IDF zenginlestirme
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mikrobiyolojik teshis yontemleriyle ve Avidin-Biotin Peroksidaz ve Peroksidaz-
Antiperoksidaz immunopatolojik teghis metotlariyla yapildi. Bu ii¢ yontemin
uygulanmasi sonucunda oral yolla infekte olan iki grupta etkenin ig
organlarda, beyinde ve genital organlarda bulunma sikligi, intraperitoneal
uygulama yapilan diger iki gruba gore daha fazla oldu. Avidin-Biotin
Peroksidaz metodu diger yontemlere gore daha duyarl bulundu.

Anahtar Kelimeler:

ABC, deneysel

listeriosis, gebe tavsan,

histopatoloji, immunohistokimya, mikrobiyoloji, PAP

Giris

Listeria  monocytogenes’in  birgok
hayvan tiriinde gebe uterusa bir affinitesi
vardir. Uterus infeksiyonu, abortlar, erken
dogum ve neonatal 6limler hemen hemen butiin
hayvan tirlerinde bildirilmistir. Gebe tavsamn
da bu mikroorganizmaya duyarhligi oldugu
tesbit edilmistir (4, 5, 14). King ve Olson (7),
gebe tavsanlanin listeria ile inokulasyonundan
sonra etkenin genellikle hematojen olmayan bir
yolla fotiisii infekte ettigim ve mikroorga-
nizmalann korionu, allantoisi ve amnionu
gecerek daha sonra, sckillenen fotal hipoksi
etkisiyle, fotiis tarafindan agiz bosluguna alindi-
g1 ve oradan da sindirim kanahna ulagtigin
bildirmislerdir. Brambell ve Hemmings (1),
Hemmings ve Brambell (6) ve Larsen (10)
protcin transportu tizerinde yaptig ¢alismalarda,
maternal antikorlarin maternal kandan fotal kana
direkt olarak gegtigini ve fotiisiin infeksiyonunda
hematojen olmayan yolun gézoniinde bulundu-
rulmasi gerektigini bildirmiglerdir.

Tirkiyc’de  Listeria  monocytogenes
infeksiyonlarmin laboratuvar teshisinde, halen
konvansiyonel mikrobiyolojik ve histopatolojik
teknikler uygulanmaktadir. Ulkemizde sporadik
olgular halinde ortaya ¢ikmasina ragmen,
infeksiyonun laboratuvar teshisinde, daha ¢abuk
sonu¢ veren, daha duyarli ve giivenilir olan
immunopatolojik vc mikrobiyolojik tcknikle-
rin  iilkemiz  kosullarma adapte edilme
zorunlulugu ortaya gikmaktadir. L. Monocyto-
gencs ile dogal ve dencysel infektc hayvanlarda
PAP ve ABC metotlan uygulanarak teshis
yoluna gidilmigtir (2, 3, 11, 15-17, 19), fakat bu
immunopatolojik metotlarin  listeria’ya bagh
olarak meydana getirilen aborte fotisler
izerinde ayrintih bir sckilde denendifine dair
herhangi bir literatiirc rastlanilmamigtir.

Bu ¢alisma, tavsanlarda deneysel L.
monocytogenes infeksiyonu sonucunda meydana
gelmis olan abortus ve sistemik listeriozis
olgularinda uygulanan histopatolojik,
immunopatolojik ve mikrobiyolojik yontemlerin,
infeksiyonun  teshisindcki  6nemlerini  ortaya
koymak amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Hiperimmun serum elde etmek ve
tavsanlarda  infeksivon  olusturmak  igin
kullamlmis olan L. monocytogencs 172 a
serotipi Dr. Wilhelm Tham’dan (Uppsala,
Isveg) temin edildi. Koyun orijinli olan bu
serotipin laboratuvarda makro-mikro
morfolojisi, iireme kosullari, CAMP testi,
katalaz testi, cskiilin hidrolizasyonu, nitrat
reditkstyonu, fermentasyon testleri ve hareket
ozelligi  yoniinden  kaltirel, morfolojik  ve
biyokimyasal 6zellikleri incclenerck karakterize
edildi.

Denemcde gebe tavsanlardan  ve
fotiislerinden izole edilecck suglarm serolojik
identifikasyonlarimda ve ayrica PAP ve ABC
tekniklerinde kullamlmak tzere tki  adct
tavsanda hiperimmun scrum hazirlandi.Bu
amagla; karakterleri 6nceden belirlenen L.
monocytogenes 1/2 a serotipi Trypticase Soy
Broth’da (TSB) 37°C’dc 18 saat siireyle
iiretildi. Ureyen kiiltiirden, iginde Trypticase Soy
Agar (TSA) bulunan Roux sigelerine ckilerek
37'C’de 48 saat siireyle inkube edildi. Bu
siirenin sonunda, sekillenen koloniler %0,5lik
fizyolojik tuzlu su ile toplandi ve 3000-3500
rpm’de 30 dakika santrifije edilcrek dort kez
yikandi.Son yikamadan sonra sekillencn pelct,
fizyolojik tuzlu su ilc McFarland No:l'e gore
sulandirildi ve tavsanlara beser giin araliklarla
0,1,02,04, 08 ve 1,0 ml mktarlarinda
intravendz  yolla  verilmesiyle  hayvanlar
immunize cdildi. Son enjeksiyondan bir hafta
sonra uygun bir sedatifle tavsanlarin kalplerine
girilerek kanlan alindi ve serumlan ¢ikarildi.

Antijen Hazirlanmas: ve Hiperimmun
Serumun Titrasyonu:

Karakterleri 6nceden belirlenen ve kanhi
agarda 24 saat siireyle itretilen
L.monocytogenes 1/2 a serotipi, daha sonra 5
ml tryptosc buyyona pasaj edilerek 37°C’de 24
saat inkiibe edildi. Gram boyama ilc safhk
kontrolii vapilarak, saf bulunan kiltiirlerden,
iginde 500 ml tryptose agar bulunan Roux
sigclerine pasaj yapildi. Bu besiyerleri 37°C’de
48 saat sureyle inkibe edildiler. Roux
sisclerinde meydana gelen ureme % 0,5°hik
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formollit FTS ilc toplandi. Bu sckilde toplanan
hiicreler normal FTS ile 3000-3500 rpm’de 30
dakika santrifije edilerek t¢ kez yikandiktan
sonra, sekillenen pclet FTS ile McFarland
No:3’e gore sulandinldi. Boylece hazirlanan
antijjen ile immunizasyon Oncesinde ve
hiperimmun  serum elde edildikten sonra
hayvanlarin kan serumlarindaki antikor titreleri
belirlendi. Serumlarin 1/12,5°tan baslayarak iki
kath  sulandirmalani  yapilip  zerlerine,
laboratuvarda  hazirlanmig  antijenden  esit
miktarda ilave edildi. Test tiipleri 50°C’de 1ki
saat ve bunu takiben 4°C’de 48 saat inkiibe
edilerek sonuglar aglutinasyon sckillenmesine
gore degerlendirildi.

Deneysel Infeksivon Olusturulmasi:

Bu projede model olarak digi Yeni
Zelanda tavsanlan  kullanildi ve denemelere
baslamadan once gebe birakildilar. Gebeliklen
teyit edilen tavsanlar infeksiyon olusturulacak
gine kadar gozlem altina alindilar ve
uygulanacak olan inokulasyon yoluna ve
zamanna gore dort gruba ayrildilar:

1. Grup:6 adet tavsan gebeligin 7-12.
giniinde oral inokulasyon,

2. Grup:6 adet tavsan gebeligin 20-25.
giininde oral mnokulasyon,

3. Grup:6 adet tavsan gebehgin 10-12.
giiniinde intraperitoneal inokulasyon,

4. Grup:6 adet tavsan gebeligin 20-25.
guniinde intraperitoneal inokulasyon ile infekte
edildiler.

5. Grup:6 adet infckte edilmemis gebe
tavsan ise kontrol olarak kullanildi.

Belli  inokulasyon  yollan ve
zamanlarinda ~ McFarland  No:l’e  gore
ayarlanmts inokulumla infekte edilen gebe
tavsanlar ve kontroller1 gézlem altinda tutuldu
ve infekte hayvanlarda abort olusup olusmadig:
1zlendi. Aborte olan fotislere ve inokulasyonu
takiben 96 saatlik siirenin sonunda uygun bir
sedatif 1le uyutularak otenazi ile annclere ve
uterusta bulunan yavrulara nekropsi iglemi
vapild.

Histopatolojik Muayene:

Inokulasyon  sonrasi1  96.  saatte
nekropsileri yapilan  anne tavsanlardan ve
aborte olan veya uterusta bulunan fotiislerinden
cesitli doku 6mekleri alindi, tamponlu % 10°luk
formalinde tespit edilip, parafinde blokland:1 ve
4-5 um kahnhginda dorder adet kesit alindi
Birinci  kesitlere Hematoxylin-Eosin,  ikinci
kesitlere Brown-Brenn Gram boyama, ugiinci
kesitlere  Avidin-Biotin  Peroksidaz (ABC),
dordiinci kesitlere ise Peroksidaz-
Antiperoksidaz (PAP) yontemi uygulandi. Tiim
bu preparatlar 151k mikroskobunda incelendi.

Mikrobiyolojik Muayene:

Mikrobiyolojik muayene amact ilc
annclerden ve fotuslerden, patolojik
muayenelerde kullamilmak iizere alinan tiim
organ ve dokulara ilaveten uterus igerigi ve
fotal mide svist da alinarak % 5-7 koyun kanli
agara ve Listeria selektif agara dirckt yontem,
soguk zenginlestirme (4°C’de) yontemi ve IDF
zenginlestirme yontemleri kullamilarak ekimler
yapildi.

Dirckt yontemde, marazi maddeler
direckt olarak % 5-7 koyun kanli agara ve
Listeria selektif agara ckilerek 37°C’de 24-48
saat inkiibe edildi ve kiiltiirler Listeria kolonileri
yoniinden incelendi.

Soguk  zenginlestirme  yonteminde,
yaklagik 4 g miktarinda alinan marazi maddeler
steril kum yardimiyla pargalamp, 20 ml FTS
ilavesi ile buzdolabinda (4°C’de)} 24 saat
inkiibasyona kaldinldi. Bu karnigimdan 0,2 ml
alinarak i¢inde % S5 oraninda (w/v) NaCl
bulunan buyyona pasaj edilerek tupler 4°C’de
21 ve 42 gin inkiibe edildi. Sirenin sonunda
buyyon kiltirinden bir 6ze dolusu (1 pl)
almarak kati besiyerine e¢kildi. Daha sonra
37°C’de 24-48 saat inkibe edildikten sonra
Listeria kolonileri yéniinden muayene edildi.

IDF zenginlestirme yonteminde
yaklasik 10-25 g miktarinda alman marazi
madde, 30 g Tryptone soya broth (Oxoid) ile 6
g Bacto yeast extract (Difco) in 1000 ml distile
suda eritilmesi ile hazirlanmis olan Listeria
zenginlestirme  buyyonunun 225  ml’lik
miktarina kullanmadan 6nce 2.3 mg akrifilavin-
HCF, 92 mg nahdiksik asit ve 11.5 mg
cycloheximide ilavesinden sonra ekildi. Ekim
yapilan bu selektif besiyeri 30°C’de 48 saat
inkiibe edildi. Bu kiiltirden 0.1 ml alinarak kati
besiyerlerine ekim yapildi. Daha sonra 37°C’de
24-48 saat inkiibe edildikten sonra Listeria
kolonilen yéniinden incelendi.

Direkt, soguk zenginlestirme ve IDF
zenginlestirme yontemlerinin her Ggii de, 6n
¢alismalar sirasinda annclerden ve fétiislerden
alman marazi maddclere uygulandi. Daha
sonraki bakteriyolojik ekimlerde sadece direkt
yontem kullanildi.

Immunopatolojik Muayene:

1. Avidin-Biotin Peroksidaz (ABC)
Teknik:

Dokular % 10’luk tamponlu formalinde
tespit cdilip, parafinde bloklandi ve 4-5 pm
kalmhginda kesitleri alindi. Ksilol ile 2x5
dakika deparafinize edildi. Sonra isopropanol
ile %96, % 70 ve % 50’lik alkollerin herbirinde
2,5 dakika tutularak rehidre edildi. Her binn 5
dakika siiren 3 kez PBS ile yikama islemi
yapildi. Endojen peroksidaz % 3’lik H,0, ile
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inaktive edildi. PBS ile 3x5 dakika yikama
isleminin ardindan yine PBS ile 1:5 orannda
hazirlanmis normal kegi serumu ile 20 dakika
oda derecesinde nemli bir ortamda bloke islemi
“yapildi. Serumun fazlasi kesitin kenarindan
uzaklastinlarak tzerine direkt olarak, PBS
iginde 1/1200 dilisyonda hazirlanmig tavsan
anti-Listcria ~ monocytogenes 1/2 a primer
antikoru uygulandi ve 4°C’de nemli bir ortamda
bir gece sareyle bekletildi. PBS ile 3x5 dakika
yikandi. Daha sonra 1/800 oraninda PBS ile
sulandirilmis ve biotinle konjuge edilmis olan
fare anti-tavsan antikoru (Sigma, B-5283) ile bir
saat sireyle oda derecesinde nemli bir ortamda
muamele edildi. PBS ile 3x5 dakika yikama
sonunda 45 pg/ml PBS ile sulandinlmig olan
ExtrAvidin-Peroxidase (Sigma, E-2886) ile bir
saat oda derecesinde tutuldu. PBS ile 3x5 dakika
yikanip, DAB/H,0, substrati(Sigma, D-4293)
ile bes dakika enzim-histokimyasal reaksiyona
sokuldu. Tekrar 3x5 dakika PBS ile yikanip,
Mayer’s Hematoxylin ile 1-2 dakika kargit
boyamalan yapildiktan sonra 10 dakika da akar
suyun altinda yikandi. Alkolle dehidre edilip
ksilolde tutulduktan sonra balzam damlatilip
yapistirildi Pozitif ve negatif doku kontrolleri de
teste sokuldu ve karsilaghrma yapildi. Tim
hazirlanan preparatlar 151tk mikroskobunda

incelendi.
2. Peroksidaz-Antiperoksidaz _(PAP)

Teknik:

Dokular % 10’luk tamponlu formalinde
tespit edilip, parafinde bloklandi ve 4-5 pm
kahnhginda kesitleri alindi. Ksilol ile 2x5 dakika
deparafinize edildi. Sonra isopropanol ile % 96,
% 70 ve % 50’1k alkollerin herbirinde 2,5
dakika tutularak rehidre edildi. PBS ile 3x5
dakika yikama iglemi yapildi. Endojen
peroksidaz % 3’lik H,0, ile inaktive edildi. PBS
ile 3x5 dakika yikama isleminin ardindan yine
PBS ile 1:5 oraninda hazirlanmig normal kegt
serumu ile 20 dakika oda derecesinde neml bir
ortamda bloke islemi yapildi. Serumun fazlasi
kesitin kenarindan uzaklastinilarak iizerine direkt
olarak, PBS i¢inde 1/600 diliisyonda hazirlanmg
tavsan anti-Listeria  monocytogenes 1/2 a
primer antikoru uygulandi ve 4°C’de nemli bir
ortamda bir gece siireyle bekletildi. PBS ile 3x5
dakika yikandi. Yine PBS ile 1/40 oraninda
sulandirilmis olan kegi anti-tavgan antikoru
(Sigma, R-2004) ile bir saat oda derecesinde
nemli bir ortamda muamele edildi. Daha sonra
3x5 dakika PBS ile yikama sonunda tekrar PBS
ile 1/100 oraninda sulandinlmig  olan
Peroxidase-Antiperoxidase (Sigma, P-2026) ile
bir saat oda derecesinde tutuldu. PBS ile 3x5
dakika yikanip, DAB/H,0, substrati (Sigma,
D-4293) ile bes dakika enzim-histokimyasal
reaksiyona sokuldu. PBS ile 3x5 dakika yikanip,

Mayer’s Hematoxylin ile 1-2 dakika Kkargit
boyamalan yapildiktan sonra 10 dakika da akar
suyun altinda yikandi. Alkolle dehidre edilip
ksilolde tutulduktan sonra balzam damlatilip
yapistinildi. Pozitif ve negatif doku kontrolleri de
teste sokuldu ve karsilagtirma yapildi. Tim
hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda
incelendi.

Bulgular _

Cahgmada kullanilmak iizere [sveg'ten
temin edilen susun L. monocytogenes 1/2 a
serotipinin kultiirel, morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri tespit edildi. Immunopatolojik
testlerde  kullamlmak  izere  hazrlanan
immunserumlarn titreleri tiip aglitinasyon testi
ile 1/800 olarak saptandi.

Klinik _bulgular: Inokulasyonu takip
eden ginlerde gebe hayvanlarda degisen
derecelerde istahsizlik, durgunluk ve bazilarinda
hafif vaginal bir akmti gozlenirken; birkag
hayvanda ise sinirsel semptomlar oldukga
dikkat cekici bulundu ve ayaklarnmi yere
vurma, huzursuzluk ve baglarmin hafif¢e bir
tarafa dogru donmiis oldugu saptand.

Gebeligin 7-12. giinleri arasinda oral
yolla ve 10-12. giinlerinde intraperitoneal yolla
infekte edilen iki gruptaki gebe tavsanlann
higbirinde 96 saatlik siire iginde abort
sekillenmedi.

Gebeligin 20-25. ginleri arasinda oral
ve intraperitoneal inokulasyondan sonraki 24-
96. saatler arasinda abortlar ve 6li dogumlar
gozlendi. Oral olarak infekte edilen grupta
toplam aborte fotis sayisi 11 iken;
intraperitoneal olarak infekte edilen grupta
yalmzca dort adet oldu. Abortlarin meydana
gelig siiresi de, oral uygulama yapilan grupta
inokulasyonu takiben ilk 48 saat civaninda
sekillenirken; diger grupta bu siire 96 saate
ulasti. Bu ¢aligmada, infekte edilen gebe
tavsanlar yalmzca gin boyunca takip edilip,
gece gozlemlenemediginden, bazilarinda abort
meydana gelis saatleri tam olarak tayin
edilemedi.

Normal gebelik siiresini doldurmadan
erken dogan fétiislerin yasatilmas1 miimkiin
olamadi ve dogumdan sonraki 24-48 saatlik
siire iginde oldiikleni saptandi.

Makroskobik bulgular: Gebeligin 7-12.
giiniinde oral yolla ve 10-12. gininde
intraperitoneal yolla infekte edilen tavsanlann
96. saatte nekropsileri yapildiginda; segmentli
olarak genislemis gebe uteruslarda
periplasentomal ve interplasentomal
endometriyumun hiperemisi diginda 6nemli bir
makroskobik bulguya rastlamlmad.

Gebeligin 20-25. giinlerinde oral yolla
infekte edilen grupta, gerek aborte fotiisler ve
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gerekse disar1 atilmayip uterus iginde kalmig
fotiisler, bazen iyi gelismis olarak gozlenmekle
beraber,genellikle siddetli derecede masere
olmus veya kismen rezorbsiyona ugramis
durumdaydi. Bu fotiislere ait organlann
taminmalant  olduk¢ca  giglak  yaratti  ve
makroskobik lezyonlarin bulunup bulunmadigim
ayirt etmek miimkiin olamadi.

Gebeligin 20-25. ginlerinde
intraperitoneal olarak infekte edilen grupta,
aborte olan fotisler fazlaca rezorbsiyona
ugramayip normaldeki geligimlerini
gostermiglerdi. Her iki yolla infekte edilen annc
tavsanlarin 96 saatlik siire sonunda yapilan
nekropsilerinde, oral yolla infekte edilen grupta
daha siddetli olmak tuzere; uteruslar oldukga
gerginlesmis ve konjesyone goriinimde idi,
lumenleri  agildiginda  periplasentomal  ve
interplasentomal endometriyum hiperemik olup
iizerinde sarimsi renkte kigiik plaklar segildi.
Karunkul ve kotiledonlar birbirine kuvvetlice
yapismug oldugundan, baglantimin goziilmesi
giiglitkle saglanabilmisti. Kotiledonlar ddemli ve
morumsu-kirmizi renkte, karunkulalar kirmizi
renkte secildi. Gigliikle ayrilan kotiledonlarm
baglanti yiizeyleri beyaz renkte kiigiik odaklarla
bezeli bulundu. Uterusta, konjesyondan nekroza
kadar degisen diffuz bir metrtis gbze garptl.
Amnionik sivilar  hafif kanh bir goriiniimde
secildi. Anne tavsanlarin karacigerleri sarimtrak
renkte ve nemli bir gérinimde olup, toz
serpilmis gibi beyaz renkte kiigiik odaklarla
bezeli bulundu.

Infekte olan gebe hayvanlardan bir
tanesi, normal gebelik siiresini tamamlamig
olmasma ragmen abort veya doguma dair bir
bulgu gostermedi ve nekropsisi yapildiginda,
uterusta 5 adet mumifiye olmug fotis tespit
edildi ve yavru zarlan sertlesmis olarak segildi.

Histopatolojik bulgular: Gebehigin 7-12.
gininde oral yolla ve 10-12. giininde
intraperitoneal  yolla infekte edilen gebe
tavganlarda uterusun  lamina  epiteliyalis
tabakas1 yer yer nckroze olup dokilmisti ve
lamina propriyadan myometriyuma  kadar
uzanan yogun bir  notrofil  granulosit
infiltrasyonu gozlendi. Plasentomlarda yaygin
nckroz alanlan ve nétrofil granulosit topluluklan
sekillenmisti. Plasentadaki venoz sinuslar yangili
olarak segildi. Fotisler olduk¢a  kigik
oldugundan, ancak total olarak alnabilen
kesitlerde herhangi bir histopatolojik bulguya
rastlanilmad.

Gebeligin 20-25. ginlerinde oral yolla
infekte tavsanlarda, periplasentomal bolgede ve
maternal desiduanin intermediyer zonunda daha
siddetli olmak tzere genig notrofil granulosit
odaklari ile nekrotik alanlar ve vaskulitis
gozlendi. Nekrotik bir endometritis ile uterus

lumeninde ve endometriyumdan
myometriyumun derin bolgelerine kadar uzanan
yopun notrofil granulosit infiltrasyonlar ve
genis kanama alanlan dikkati gekti. Aborte veya
uterustaki  fotiislerde  otolitik  degisiklikler
siddetli oldugundan histopatolojik lezyonlar
belirgin  bulunmadi. Bu  gruptaki anne
tavsanlann birgogunun karaciger kesitlerinde
fokal nekroz alanlan segildi. Periportal lenfosit,
plazma hiicresi ve makrofaj infiltrasyonlar
dikkati ¢ekti. Dalakta periarteriolar bolgedeki
lenfositlerde yer yer belirgin bir azalma segildi
ve 6zellikle kirmizi pulpada kugik ve diizensiz
nekroz alanlari  ayit edildi. Cesitli lenf
digiimlerindeki lenf follikiillerinde lenfositlerin
azaldigi ve yer yer nekrotik alanlarin varligy
gozlendi ve marginal ve medullar sinuslar
genislemis  olup, igleri dokilmis sinus
endotelleri ve notrofil granulositlerle  dolu
bulundu. Kalpte myokardiyumun kas demetleri
arasinda fokal mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 ile yer yer kas demetlerinde
dejeneratif ve nekrotik alanlar dikkati gekti. Ince
bagirsaklarda kataral bir enteritis ile Peyer
plaklarinda lenfositlerin azaldig1 saptandi. Bazi
anne tavsanlarin beyinlerinde fokal glial
proliferasyon ve notrofil granulosit kiimelesmesi
(Sekil 1) ile belirgin bir meningitis gozlendi.

Gram boyama uygulanan kesitlerde,
ozellikle uterusta ve plasentada yangisel ve
nekrotik alanlara yakin bolgelerde ve anne
tavsamn  karacierinde, daha ¢ok nekroz
alanlannm g¢evre kisimlarinda ve yakinindaki
hepatositlerin sitoplazmasi iginde yogun sayida
Gram pozitif olan L.monocytogenes bakteriler
saptand.

Sekil 1 :  Anne tavsanin beyninde fokal glial proliferasyon ve
notrofil granulosit kiimelesmesi ile immunoperoksidaz pozitif
bakteriler, gebeligin 10-12. gininde intraperitoneal inokulasyon,
PAP, x200.

Focal glial proliferation and neutrophil granulocyte
masses with immunoperoxidasc positive bacteria in the maternal
brain (arrow), intraperitoncal inoculation on 10-12th days of
pregnancy, PAP, x200.
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Gebeligin  20-25. ginlerinde intraperitoneal
olarak infekte edilen tavsanlarda gesithi

organlardaki histopatolojik lezyonlar oral olarak
infekte tavsanlarla aym olmakla beraber daha az
siddette ve yogunlukta bulundu.
Immunopatolojik bulgular: Gerek ABC
gerekse PAP metodu uygulanan kesitlerde,
bakteriyel antijenler genellikle - histopatolojik
lezyonlarla iligkili olarak gozlendi. Fakat
herhangi bir histopatolojik lezyonun belirgin
olmadig fotal deri, fotal agiz ve burun mukozasi
ile, karaciger ve akciger gibi fotiise ait olan diger
organlarda ABC metoduyla pozitif boyanan
antijenler sec¢ildi. PAP metodunda fotal deri,
mukoza ve i¢ organlara ait kesitlerde pozitif
sonug elde edilemedi. Pozitif sonug alinan fétal
organlarda  bakterinin  dagihmi  tablo-1°de
gosterilmigtir.  Ayrica gecenin  herhangi  bir
saatinde abort sekillendirmis olan, fakat sabah
saatlerinde farkedilebilen oral infekte gebe
tavsanlara ait tki adet aborte fotiisten birinin
karacigerinde, digerinin ise akcigerinde ABC
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vontemiyle  misbeten daha  ¢ok  sayida
L.monocytogenes  etkeni  saptandi.  Pozitif
boyanmalar kahverenginde olup ya bakterinin
morfolojik seklini gostermekte idi veya bazi
bolgelerde diffuz boyanmalar seklindeydi.
Nekrozun sekillendigi karaciger, utcrus veya
plasentom (Sekil 2) gibi organlarda pcroksidaz
pozitif yapilar, bu nekroz alanlarinin hemen
gevresinde lokalize olmugtu.

Cahsmada ortalama 22 ginlik gebe
tavsanlarda her iki yolla da sckillendirilen
infcksiyonu takiben maternal desidual dokunun
periplasentomal kesitlerinde, L.monocytogenes
ctkenlerinin 6zellikle genis vendz sinuslara yakin
olarak ycr aldiklari saptandi. Etkenler, bu bolge
disinda multinitklear trofoblastlarin 1ginde ve
gevresinde (Sekil  3), yine modifiye olmus
endometriyal  hiicrelerin  ¢evreledigi  yizey
uzerinde ve uterusun lumeninde tck tek
bakteriler halinde goérulebildigi gibi, yer yer
peroksidazla koyu kahverengi ve oldukga genis
koloniler halinde de dikkati ¢ektiler.

Gruplar (Fotiis) Metot Karaciger | Akeiger [ Kalp | Barsak | Plasenta Deni Agiz  Mukozas Burun
Mukozasi

1. GRUP ABC -~ -- -- -- 4 - - -
Oral PAP -- -- - - 3 -- - -
Gebeligin 7-12 Giinleri Mikrobiyolojik -- - - -- p3 - . .
2. GRUP ABC - - -- - 6 - - -
Oral PAP - - - - 6 I - =
Gebeligin 20-25 Giinleri | Mikrobiyolojik 1 1 1 - 6 - - --
3. GRUP ABC - - -- -- 3 -- - -
Intraperitoncal PAP - -- - - 2 - = -
Gebeligin 10-12 Giinleri [ Mikrobiyolojik -- -- - -- 1 - - -
4. GRUP ABC 1 - - - 2 3 -- -
Intraperitoneal PAP -- - .- - 2 .. - .
Gebeligin 7-12° Ginleri Mikrobiyolojik -- - - - 2 - - .

Tablo 1. Pozitif sonug alinan f5tal organlarda bakterinin dagilim.

The distribution according to the positive results of bacteria in fetal organs.
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$ekil 2. Plasentomun materno-fotal bolgesinde nekrotik alan ¢evresinde
20-25. gininde oral

immunoperoksidaz pozitif bakteriler, gebeligin
inokulasyon, ABC, x200.

Immunoperoxidase positive hacteria in the periphery of a necrotic arca in
the materno-fetal region of placentome (arrows), oral inoculation on 20-25" days

of pregnancy, ABC, x200.

U@l F

-~
L B
SRR B N

$ekil 3. Multiniiklear trofoblastlarnin iginde ve arasinda
immunoperoksidaz pozitit bakteriler, gebeligin  20-25.
giniinde oral inokulasyon, ABC, x500. |

Immunoperoxidase positive bacteria in and around-
multinuclear trophoblasts (arrows), oral inoculation on 20-
25" days of pregnancy, ABC, x500.
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Uterustaki  hafif seyirli yangilarda yalnizca
notrofil granulosit kiimelenmelerinin gorildigi
ve etkenlerin daha ¢ok nétrofil granulositlerde
intrasitoplazmik olarak yogunlastig1 dikkati
cekerken, nekrotik metritisin sckillendigi daha
siddetli durumlarda ise nekrotik yiizeyler
tizerinde gogunlukla serbest halde ve daha fazla
sayida bulunan etkenleri gozlemlemek miimkiin
oldu.

Gebeligin  erken  donemlerinde L.
monocytogenes ile oral ve intraperitoneal olarak
infektc edilen iki grupta, immunoperoksidaz
pozitif ~ boyanmalar  ¢ogunlukla ~ damar
duvarlarinda ve dokularda yogunlasan nétrofil
granulositlerin sitoplazmalar iginde segildi.

Immunoperoksidaz boyamalarda
L.monocytoge-nes etkenleri daha ¢ok gebe
uterus ve plasentomlarda pozitif olarak

goriillmekle beraber, 6zellikie oral inokulasyonun
uygulandig1 iki grupta daha sik olmak iizere,
annelere ait diger organlarda da ctkenler tespit
edildi (Sckil 4). Anne tavsanlarda pozitif sonug
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alinan organlara dagim tablo-2’de

Szetlenmigtir.

gore

[
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$ekil 4. Anne tavsanin karacigerinde tokal nekroz alaminda
immunoperoksidaz pozitif' bakteriler, gebeligin 20-25. giniinde,
oral inokulasyon, ABC, x200.

Immunoperoxidase positive bacteria in a focal ncerotic area
of maternal liver (arrows), oral inoculation on 20-25" days of
pregnancy, ABC, x200.

Gruplar (Anne) Metot Karaciger JAkciger | Dalak 3obrek Kalp [ Adren [ Barsak Mide Beyin Plterus Vajina | Ovaryum
1. GRUP ABC 2 2 1 2 2 - 2 2 | 5 ) 1
Oral PAP 2 2 1 2 2 -- 1 1 1 4 1 1
Gebeligin 7-12 Giinleri Mikrobiyelojik | 1 -- -- 1 2 -- 1 -- -- 3 1 -
2. GRUP ABC 3 2 1 2 -- 2 2 2 5 1 2
Oral PAP 3 2 - 2 - 2 1 1 3 -- 2
Gebcligin 20-25 Giinleri | Mikrobiyolojik | 2 2 -- 2 -- 1 -- -- 3 -- 1
3. GRUP ABC 2 1 -- - -- - -- -- 1 2 2 -
Intraperitoneal PAP 2 1 - - - - - - 1 2 2 --
Gebeligin 10-12 Ginleri | Mikrobiyolopk |1 1 -- -- -- -- -- -- -- 2 2 --
4. GRUP ABC 2 1 -- -- 1 ! -- - 1 4 4 --
Intraperitoncal PAP -- -- -- - - 1 - - 1 3 3 -
Gebeligin 7-12_Ginleri Mikrobiyolojik | -- -- -- -- -- i -- - - 3 3 --

Tablo 2. Anne tavsanlarda pozitif sonug ahnan organlara gore bakterinin dagilims.

The distribution according to the positive results of bacteria in maternal organs.

Mikrobiyolojik bulgular: Primer Tartigma ve Sonug

izolasyon agisindan direkt yontem, soguk Cahsmada  uygulanan iki  farkh
zenginlestirme yontemi ve IDF zenginlestirme inokulasyon yolundan oral olaninin,

vontemleri arasinda bir fark bulunamadi. Direkt
yontemde hayvanlar  kontrollii  ortamlarda
bulunduruldukian halde, baz1 ekimler sonucunda
patojen veya apatojen karakterde diger baktcriler
de treme olanagi buldu. Ayrica bu tip sckonder
bakteriyel ctkenlerin iiremesi Listcria
izolasyonunu cngcllemedi. Denemeler stircsinde
marazi maddelerden L.monocytogenes
izolasyonu amaci ile hem % 5-7 koyun kanh
agara ve hem de Listeria selektif agara ekimler
yapildi. Her iki besiyen de ¢alisma boyunca 24-
48 saat i¢inde L.monocytogenes izolasyonuna
imkan tanid.

sekillendirilen infeksiyonun siddeti bakimindan
intraperitoneal uygulamaya gore daha ctkih
oldugu gozlendi. Nekropside en godze ¢arpan
bulgu olan nckrotik metritisin, oral uygulama
yapilan tavsanlarda daha siddeth olarak
sekillenmesi dc bu goriisii desteklemektedir.
Intraperitoncal infeksiyondan sonra aborte olan

fotiisler fazlaca rezorbsiyona ugramayip,
normaldeki gelisimlermi gosteriyorlardr.
Abortlar olustuktan sonra, oral uygulama

yapilan gruptaki anne tavsanlarin nekropsileri
yapildiginda, digar1 atilmayip utcrus iginde kalan
ve siddetli derecede masere olan fotuslere ait
organlarin tamnmalart olduk¢a gugliik yaratti.
Bu grupta, aborte olan f6tiislerin de uterustan
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atilmadan o6nce 6nemli derecede rezorbe oldugu
ve bazi fotislerin  kiigik kitlelerden ibaret
kaldigs saptandi.  Fotislerdeki  maserasyon,
makroskobik lezyonlarin bulunup bulunmadiin
ayit etmede zorluk yaratmig ve tam igin

histopatolojik  lezyonlar da  demonstratif
olmadigindan, yalmzca immunopatolojik
incelemelerden yararlanifabilmistir.  Gray ve

ark.(4, 5), oral ve okiler olarak infekte ettikler:
gebe tavsanlarda, oral uygulamanin okiler
olandan daha siddetli lezyonlar meydana
getirdigini saptarmuglar ve bunun nedenini, tek bir
okiller doz wuygulamasin yeterince etkili
olmadigina ve oral uygulama esnasinda
L. .monocytogenes’in yogun bir siispansiyonunu
icme suyuna ilave etmelerine ve bu gekilde
hayvamn mikroorganizmayr daha uzun bir
siirede almasina baglamiglardir.

Listeria infeksiyonu, nekrotizan etkisiyle
fotal-matcrnal metabolik yolun bozulmasina ve
boylece fotal hipoksiye sebep olabilmektedir.
Birgok fotal karacigerde fokal nekroz alanlarinin
bulunmasi veya bakterilerin yer almasi fotal bir
septisemiyi 1saret ctmektedir. Fotal hipoksi ve
septiseminin birarada bulunmasi ise muhtemelen
erken fotal 6lime neden olmaktadir (12).

Yapilan ¢ahsmalar (4, 5, 7, 12, 18)
degisik yollarla infekte edilen gebe hayvanlarda
L.monocytogenes’in plasental bariyere ¢ok scri
bir sekilde penetre olma o6zelligine sahip
bulundugunu ve inokulasyondan kisa bir siire
sonra bilc yavrunun kotiledon ve karacigerinden
ctkenin izole edilebildigini gostermistir. Bu
¢alismada her iki infeksiyon yolu ile infekte
edilen tavsanlarda mikrobiyolojik y&ntemlerle
etkenin varh@r uterus, plasenta ve amnion
sivisinda ortaya konurken, immunoperoksidaz
yontemlerden ABC yontemi ile uterus, plasenta,
fotal deri, burun vc agiz mukozasinda , PAP
metodu ile ise yalmzca uterus ve plasentada
saptanabildi. Fotislerin i¢ organlan tek tek
incelemeye alindiginda: yalnizca oral
infeksiyonu  takiben aborte olan f6tiislerin
bazilarinda karaciger, akciger ve kalpte
L.monocytogenes etkenleri ABC  yontemi ile
agiga c¢ikartlirken, PAP yoénteminden ise higbir
fotal i¢ organda pozitif sonu¢ alinamadi. Anneye
ait 1¢ organlarin bazilannda L.monocytogencs,
mikrobiyolojik ve immunopatolojik yéntemlerle
ortaya konmus ve boylece infeksiyonun yalmzca
gebe uterusla  smurh kalmayip,  annede
olusturdugu septisemi sonucu diger organlara da
ulastig1 gorildi.

L.monocytogenes’in disi genital
kanalinda wuzun sire canlihgim korudugu
bildirilmistir(4, 5). Disi tavsanin savunma
mekanizmasinin,  foétal  yapilar  uterustan
auldiktan sonra, gebe olmayan hayvanlardaki
gibi nisbeten daha az sayida kalan bakteri ile

savasabildigi, fakat infekte olan yavruya ait
yapilar alikonulmugsa, baktarilerin lokal apseler
ya da f6tal bir septisemi olusturdugu ileri
surilmigtir.

Bu c¢alismada doz McFarland No:l'c
gorc ayarlanarak nisbeten digik tutuldugu
halde, 96. saatte nekropsileri yapildiginda anne
tavsanlarla uterustaki fotuslere ait organlarda
kiiltiirel ve immunopatolojik yontemlerle etkenin
teshis edilme sikligi azalmig, fakat annenin
organlarindaki histopatolojik  bulgular artis
gostermgtir. Izolasyon sikhgmin azalmig olmasi,
ilerleyen siire iginde bakterilerin gelisimlerini
inhibe edici bir faktérin konak¢i tarafindan
irctiminin ~ stimile  cdilmig  olabileceg:
bildirilmigtir(7).

King ve Olson (7), floresan antikor

teknigi ile dondurma kesitlerinde  veva
parafindeki  histolopk  doku  kesitlerinde
mikroorganizmay1  tesbit  etmede  basan
saglayamamis, ancak L monocytogenes

verdikten 24 saat sonra aborte olmus bir fotisi
oda derecesinde 12-16 saat bekletip, daha sonra
fikze edip takibe aldiklarinda 1sc floresan
mikroskopta birgok floresan veren organizmayi
tek tek hiicreler ve koloniler halinde gordiiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da, infekte edilen
gebe tavsanlar yalnizca giin boyunca takip
edilip, gece gozlemlenemediginden, bazilarinda
abort meydana gelis saatleri tam olarak tayin
edilememistir. Bu sekilde gecenin herhangi bir
saatinde abort sekillendirmis olan, fakat ancak
sabah saatlerinde farkedilcbilen oral infekte
gebe tavsanlara art ik adet aborte fotiisten
birinin karacigerinde, digerimin ise akcigerinde
nisbeten daha ¢ok sayida L .monocytogenes
ctkeninin ABC yo6ntemi ile teshis edilmis olmasi,
bu yogunlugun belki de bu bekleme siiresiyle
ihgkili olabilecegi fikrim diigiindirmustiir.
Tavsan plasentasinda maternal kan ve
fotal endotelyumu ayiran 2-3 siral trofoblastlar
bulunmaktadir. Bu hiicre sirasimin - sayist
plasental bariyerin permcabilite  derecesini
olgmede bir kriter olarak gozoniine alindiginda,
tavsan labirentinin  gecirgenlik  derecesinde
diisiikligin ya da dirckt bir permeabilitenin
sozkonusu olabilecegi ditsinilmigtiur (3,10).
Kontamine amniotik sivinin fotis tarafindan
fotal hipoksi ctkisiyle yutulmasi veya aspire
cdilmesi daha sonra sindirim sistemi  ve
akcigerlenn infeksiyonuna yol agmaktadir (7, 8,
9, 13). Nitekim, 24 gunliikk gebc tavsanlarin
utcrus lumenine antikorlarnn injeksiyonundan 24
saat sonra amniyotik sivi ve fotal mide
wgeriginde bu antikorlarin demonstre
edilebilecegi gosterilmigtir (1, 10). Bu ¢alismada
da fotal deri ile .Zz ve burun mukozasinda
etkenlerin immunoperoksidaz yontemle agiga
¢ikarilmas:  mikroorganizmalarin  bdyle  bir
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uterus-amniyotik  yol aracihigr ile anneden
yavruya gectii savini (7) dogrulamaktadir.

Direkt yontemin uygulandigi
mikrobiyolojik incelemclerde patojen ve apatojen
karakterdeki sekonder bakterilerin de iireme
olanagi  bulmasi, Listena  1zolasyonunu
engellememigtir. Fakat patolojik materyallerden
rutin izolasyon yapilacag) disiniildiiginde ise,
bu tip bakteri iiremelerinin, primer etken olan
Listeria tirlerinin tremesim baskilayacagl veya
Listeria kolonilerinin differensiyve edilmesini
zorlastiracagl kuskusuzdur. Bu nedenle, rutin
1zolasyon islemlerinde direkt ekim yontemi
yaninda, zenginlestirme yontemlerinin  ve
Ozellikle de, daha kisa siirede sonug vermesinden
dolay1 IDF  zenginlestirme  yonteminin
kullamlmasimin yararh olacag sonucuna varildi.
Ancak, hastaliklh materyallerden Listeria cinsi
mikroorganizma  izolasyonu ig¢in, bunlarn
digindaki bakterilerin {ircmesini inhibe eden
Listeria selektif agarn, kullamlmasinin yararh
olacag: diisiinildi.

Cahsmada  immunopatolojik  teshis
metotlarinin ~ duyarli  yontemler  olduklan
saptanmig olmakla beraber ABC metodunun,
PAP ve mikrobiyolojik yontemlere gore daha
givenilir oldugu saptanmigtir. ABC metodunda
dokuda az sayida bulunan bakteriler bile
rahatlikla demonstre edilebilmektedir.
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